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Tjreparaciones de lipasa xnmovl 
Se conocen ya las prepara 

-V. tranaeaterificacidn de grasas. Asl, en l 
li^da para la ^^-J oorresponde a 

3oUcitud de patente Daaesa ^^^^^^^^ ^^^^^^ 

la patents de EE.UU. n« 4.275.081 

^^-ir:tre;^^^^ .l^— a lo. ..e.^ 

ce por fermentacx6n ^ ^ la li- 

roo-triclwm o Aspergxllus, y «" 
ros Rhizopus, Geotricn ^^tlculas indiferente 

pasa ee fi^a sobre un soporte en P^^^^^ ^^,3, 
.,^_.-a de infusorios o altSmna, y ^ 

tra »na superfxcie especKi 

,„.ae e^--;-;;;^;::: ^„^i..aaa.. 3i» e..a..o. con 
ta preparacx6n de Ixpas efeotuarse 

de lipasa inmovilazada no pue 
ta preparacx6n de xip colunma a escala 

^a -"-"--re«rarra.:re„^e. .ue .a ae 
^ 3^ ".'^ira Tex .eo.o a..a3 ^^Xcaao ae .ue 

,1 funciona^ento ae 1 „^caei«n pre- 

oarga toaoepteWemente aXta. Att . ^^^^ 

1^, Ene. KaehliojiJia, Jap«n, 20-<!5 
aentaaa en Bn^. Bag. ^ joumaX of APPXiea 

y ex artlcuxo i«blicado en eX Europe ^^^^^^ 
^.o^obioxo., ana BXo.ectooXo«, n X4^ ^^^^ 

inaioa ,ue una ,,.ina oa..iaaora 

p„nae Xipaaa ae Bhizopun deXeaar , . 4, 
ae anionee *uer.e (eon srupos ^^^'^.^^ ai.oX 

_e Pe.a Xa ^^^'^^^^ — 
es muy baja, s>aii 
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te Europea putlicada con el ns de publicaci6n 0069599 se 
describe una reestructiaracidn o redisposicitfn enzim^tica 
de grasa, en la que se usa una lipasa de especie Aspergi- 
3JLUS, especie Rhizopus, Mucor javanicus o Mucor miehei co- 
mo enzima de interesterif icaci6n» El enzima est^ soportado 
sobre un soporte, por ej, Celite^ En todos los ejemplos de 
esta solicitud de patente Europea, referent e a la interes- 
terificaci6n continua en una columna, se xkaa. un disolven- 
te. 

Asl pues, en los procedimientos de la t6cnica an 
terior el di solvent e se usa para disminuir la viscosidad 
del material graso de partida, para asegurar un funciona- 
miento tan regular de la columna como sea posible. Hasta 
a3iora.se ha considerado prdcticamente imposible evitar el 
disolvente en estos procedimientos de interjesterif icaci6n 
continua a escala industrial, a causa de la elevada p6rdi- 
da de carga en la columna, aun cuando sean evident es las 
ventajas tScnicas asociadas a la eliminaci6n de disolvente 
de estos procedimientos de interesterif icaci6n. 

En la solicitud de patente Europea publicada con 
el ns 35*883 se describe que puede prepararse una prepara- 
ci6n de lipasa inmovilizada destinada a la interesterif ica 
ci6n de grasas poniendo en contacto una disoluci6n acuosa 
de lipasa microbiana con un soporte inerte en parti culas, 
y secado posterior* La preparaci6n de lipasa inmovilizada 
asl producida puede usarse para la interesterificaci6n de 
grasas, pero s6lo si las grasas se mezclan con los 6steres, 
relativamente costosos, de alquilo inferior de ^cidos gra- 
SOS, por ej. palmitato de metilo, que se usan como agentes 
auxiliares para evitar los disolventes; de otra forixia sur- 


NZAS-0033780 


p- 87.338 
1 

5 

10 

15 

20 

25 

30 
29094 


IIoJm nfim. 


girian problemas de solubilidad y viscosidad^ 

Asl, el objeto de la invenci 6n es proporcionar 
un mStodo de producci6n de una preparaci6n de lipasa inmo- 
vilizada que abre la posibilidad de efectuar la intereste- 
rificaci6ii continua sin disolvente ni otro agente auxiliar, 
de un modo econ6iiiicamente factible. 

Ahora, sorprendentemente y segitn la invenci6n, 
se ha encontrado q.ue un mStodo de producci6n de una prepa- 
raci6n de lipasa inmovilizada, que se lleva a cabo muy 
cilmente, a saber, per simple mezcla de tma disoluci6n 
acuosa de lipasa y una resina cambiadora de iones, y que 
comprende una combinacidn especlfica de ima categorla espe 
cificada de resinas cambiadoras de iones y una proporci6n 
especificada de agua en la preparaci6n final de lipasa in- 
mavilizada, abre la posibilidad de llevar a cabo la inter- 
esterificaci6n continua sin disolvente ni otro agente axnci 
liar costoso, de un modo econ6micamente factible. 

Asl, el m^todo segtJn la invenci6n para la produ^ 
ci6n de vma preparaci6n de lipasa inmovilizada destinada a 
la interesterif icaci6n de grasas se caracteriza por el be- 
cho de que una disoluci6n acuosa de lipasa microbiaiia se 
pone en contacto con una resina cambiadora de aniones d6— 
bil, en partlculas y macroporosa que contiene grupps anil'n^ 
cos primaries, y/o secundarios y/o terciarios, y que mues- 
tra un tamafio de particula relativamente grande, adecuado 
para el fvmcionamiento de la columna sin una excesiva p6r- 
dida de carga, en condiciones en las que la lipasa est^ 
unida a la resina cambiadora de anionea durante un perlodo 
suf iciente para unir la cantidad deseada do lipasa a la re 
sina cambiadora de aniones, tras lo cual la lipasa inmovi- 
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lizada asi formada se separa de la fase acuosa y la lipasa 
inmovilizada separada se seca hasta vm contenido de agua 
de entre alrededor de 2 y 40^» 

Se describe de modo general, en las solici-tudes 
de patente publicadas Alemanas Nos. 2 905 571 y 2 805 950, 
las solicitudes de patente Japonesa publicadas Nos. 
54-76892 y 57-152886, la patente de los EE^UU* 4 17Q 69€ 
y Chem Abs. Vol 82, 278l9d, que pueden inmovilisarse enzi- 
mas, incluyendo lipasas, por medio de resinas cambiadoras 
de aniones en partlculas. En primer lugar, sin embargo, no 
existe ningtin m6todo universal de inmovilizaci6n adecuado 
para todos los enztmas y todos los sustratos, sino que ti^ 
ne que idearse un m^todo especlfico de i nmovi li zaci 6n para 
cualquier enzima especlfico y cualquier sustrato especlfi- 
co, sobre el que se supone que el enzima actda. Sin embar- 
go, en segundo lugar, las lipasas son enzimas extraordina- 
rios en el sentido de que la actividad enzimdtica actda en 
una interfase entre dos fases, lo que significa que la in- 
movilizaci6n de las lipasas es un problema muy delicado, 
que limita enormemente la utilidad de t^cnicas conocidas 
de inmovilizaci6n en el campo que comprende la inmoviliza- 
ci6n de lipasas; v6ase J. Lavayre y otros. Preparation and 
Properties of Iimnobilized Lipases, Biotechnology and 
Bioengineering, vol. XXIV, pp. 1007-1013 (1982), John 
Wiley & Sons. En tercer lugar, la combinaci6n de lApasa y 
resina cambiadora de aniones d6bil macroporosa y en parti- 
culas no se describe en la bibliografla indicada en el co- 
mi enzo de este pSrrafo, y menos Bdn que' esta nueva combina 
ci6n d6 lugar al sorprendente ef ecto t6cnico con respecto 
a la interesterif icaci6n continua sin disolvente ni otro 
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agen-te auxUiar costoso. 

Ademis, de un artloulo de Yoshiharu Klmara y 
otros. -Application of i™Mli.ed lipaae to Hydrolysis of 
iriaoylglyoaride- en Eur. J. Appl. MioroWol. Biotecbnol. 
(1983) 17:107-112, 3o dednoe qae so ha uaado ana prepara- 
oi6n aa lipasa InBOvilizada sotoe una resina oamMadora de 
aniones para la hiar61isis de grasas. En primer lugar, la 
aplicacito principal de la preparacito de lipasa inmovilx- 
^da prcducida por .edio del m4todo segto la invenolin es 
la interesterifioaci«n, mientras que la hidrailsis , la 
slntesie de grasas son aplicaclones menoa iaportantes se- 
gto la invenol6n. que se explioar^n «4s adelante con 
detalle en esta n>e»oria descriptive. Y en segundo lugar, 
se deduce del artlculo que el rendimiento de actividad ea 
manor de 1^ v^ase la taWa 1 en la pdgina 109. en compare 
ci6n con on rendimiento de actiyidad tipioamente superxor 
a 80^ en relaci6n a la preparacidn de lipase inmovili^a 
produolda por medio del mitodo segto la invenci6n. Esto oo; 
flrma la aseveraoi6n anterior do que la inmovili^ci6n de 
lipasa es un problema muy delioado. 

la expresi6n "tamano medio de partlcula relatxva 
mente grande" se usa con la intenoi6n de referirse al ta.£ 
a„ medic de- particula del producto que se describe en la 
solioitud de patents Banesa n» 563/77, y del que la mayo- 
, ria de las partloolas tienen un tamaHo de particula manor 
do alrededor de 50 mloras. Se ha encontrado que la tempera 
tura no tiene un gran ef eoto. en el rendimiento de la act.- 
vldad, ,a que se ha mostrado experimental-ente que el ren- 
dimiento de actividad es virtualmente independiente de .a 
temneratura. en el case en que la tomperatura durante la 
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i TiTnovilizaci6n se mantenga entre 5 y 35^0 • 

Para no desactivar el enzima, las inter esterifi- 
caciones de la t6cnica anterior se ef eotiian a temperatura 
relativamente "baja. Esto se hace posible per la presencia 
del disolvente, que es capaz de disolver la grasa, que po- 
drla tener un punto de fusion relativamente alto. Se ha eg 
contrado, sorprendentemente, que la preparaoi6n de lipasa 
inmovilizada producida por el m^todo segiin la invenci6n 
tiene una estabilidad suficiente en la grasa fundida a una 
temperatura relativamente m&s alta. Ademds, la p6rdida de 
carga a trav^s de la coluTrma de interesterif icaci6n carga- 
da con la preparaoi 6n de lipasa inmovilizada producida por 
el mfitodo segdn la invenci6n, es suf ioientemente baja para 
permitir un funcionamiento uniforme. Asimismo, y sorpren- 
dentemente, se ha encontrado que la combinaci6n tSnica de 
condiciones de contacto, resina cambiadora de iones y con- 
tenido de agua genera tina elevada actividad especlfica de 
lipasa en la mezcla de grasas fundidas, contrariamente a 
todos los intentos anteriores para proporcionar tma prepa- 
raci6n de lipasa inmovilizada destinada al uso sin disol- 
vente. AdemAs, mientras que los procedimientos de la t6cni 
ca anterior de la class descrita en la solicitud de paten- 
te Danesa nfi 563/77 han requerido xma lipasa purificada pa 
ra dar una preparaci6n utiiizable de lipasa, se ha encon- 
trado sorprendentemente que la preparaci6n de lipasa inmo- 
vilizada segtSn la invenci6n puede prepararse con base en 
un product o de lipasa m^s bien bruto. AdemAs, mientras que 
la preparaci6n de los procedimientos de la t^cnica anterio; 
de la clase descrita en la solicitxid de patente Danesa h5 
563/77 han implicado el uso de un disolvente orgdnico para 
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depositar la lipasa sobre el soporte, no se necesita tal 
disGlvente orgdnico para la obtenci6n de la preparaci6n de 
lipasa ixunovilizada segiia la invencidiii que puede preparar 
se muy fdcilmente s6lo mezclando soporte y una disoluci6n 
de lipasa acuosa. Adem^s, mientras que la actividad de li- 
pasa se elimina f^cilmente por lavado o de otro mode de la 
preparaci6n de la t6cnica anterior de la clase descrita en 
la solicitud de patente Danesa 563/77, se lia encontrado 
que la lipasa en la preparaci6n de lipasa inmovilizada pro 
ducida por el in^todo seg&n la invenci6n es pricticamente 
imposible de separar de la preparacifin, si no se somete a 
tratamientCB quimicos o flsioos adverscs, por sjemplo a con 
diciones adversas de pH y temperatura, Pinalmente, se ha 
encontrado que la preparaci6n de lipasa inmovilizada produ 
cida por el m^todo segtin la invenci6n puede prepararse con 
ima elevada recuperaci6n de enzima que abre la posibilidad 
de una interesterificacidn continua mds barata que las in- 
teresterificaciones de la t6cnica anterior. 

En una realizaci6n pref erida del m^todo segdn la 
invencidn, la lipasa es una lipasa termoe stable. Con ello 
es posible una temperatura superior de interesterificacifin, 
y por lo tanto una mayor productividad. Ademds, por medio 
de esta realizaci6n es posible producir una preparaci6n de 
lipasa inmovilizada que es muy adecviada para la intereste- 
rif icaci6n de grasas de panto de fusi6n m&s elevado. 

En una realizaci6n pref erida del m^todo segtSn la 
invenci6n, la lipasa microbiana se deriva de ima especie 
termofilica de Mucor, especialmente Mucor miehei. El Mucor 
miehei es un buen productor de lipasa 1,3-especifica, y 
por lo tanto puede obtenerse un buen producto. 
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B> una reallzaci6n preferida del mitodo aegto la 
i„.e»ol«n. el secado se efeot^ hasta un conta.ido de a^ 
ae antra aDxededor de 5 y 20^ ^ 
cado puede efaCuarae en vaclo. en leo.o fluido o per 
otros medics de secado adecuadoa para una operacxan a granj 
eacala. Be ests .odo ae oMiene ^ preparaci6n fanal de 
lipaaa oon una elevada aotivldad de intereBter«xcac.6„ 

Bn una reali»ci6n preferida del mitodo aegto la 
mvenoldn, la reaina oa^Wadora de anlones d.Ml, en parti 
y ^croporosa se POne en eontacto oon una aisoluc.6n 
aeuosa de amenta de reticulaci6n, pre*eri.le.en.e u^a d,sol 
laci6n aouoaa de glutaraldenldc , en una conoentraoxen an- 
tra 0.1 , 1.0 an peso/peso, antes, durante o despu.s del 
ccntaote antra la resina ca..ladora ^= -^""-/f;- 
partlculas y .naoroporosa y la disolueite acuosa de Ixpasa 
rcrcMana. tree 10 oual se separa la dleoluo^an ,ue .ued^ 
aa agente de retioulaoi6n. Incluao si se o.serva una pe.ue 
«a reduooi6n da aotividad de en.i.a a oausa del agents de 
reticulacl6n, se ^ enoontrado aue tal trata^ento puede 
elavar la estaMUdad de la praparaci6n de lipasa en Medxo 
acuosos para una aplloaoidn eapeomoa. Bn relaol6n eon el 
use da la preparaoi6n de llpasa in.ovili.ada ooao ag^^ 
aa interesterifioaoian. no ha, neoesidad de meoora alguna 
da la estaMlidaa de la preparaox6„ da lipasa. ja ,ue es.a 
aataMlidad ea axoelente por el Mama en la "J^ 
..paaa ^oduoida segdn la invanoi6n para ^ 
Sin e.^rgo. se ha enoontrado ,ue la preparaox6n ds Ixpasa 
inMovili-^da produoida por el n.todo segdn - 
puede usarsa ta^hi.n venta3osa.ente para la ^^^'^^^^^^^ 
grasa. y pare esta aplieaoi.n, una .ejora de la ast^bxlxo.. 
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de la preparaci6n de lipasa es un desideratum, debido prb- 
bablemente a la coinbijiaci6n de una concentraci6n relativa- 
mente alta de agua y altas temperaturas en la mezcla de re 
acci6n, necesaria para un proceso de hidr6lisis de grasas 
efectxiado Indus trialmente. 

Adem^s, la invenci6n comprende el uso de la pre- 
paraci6n de lipasa inmovilizada producida por el m6todo se 
g\5n la invenci6n, que es ion m6todo de interesterificacidn 
de grasas, en el q.ue unas grasas fund'idas, laezcladas facul 
tativamente con dcido graso libre disuelto, se ponen en 
contacto con la preparacitfn de lipasa ininovilizada produci 
da por el m6todo segda la invenci6n, sin ning\in disolvente 
ni otro agente auxiliar costoso, o sustancialmente sin nin 
g&a disolvente ni otro agente auxiliar costoso. Los dcidos 
grasos libres, con los que las grasas pueden mezclarse fa- 
cultativamente segfln la invenci6n, no deben considerarse 
como agent es auxiliar es costosos. "Grasas" qui ere decir o 
bien vm tri&Lic6rido p\aro o una mezcla de triglic6ridos de 
xxna o m&s fuentes. 

Ademds, la invenci6n comprende otro uso de la 
preparaci6n de lipasa inmovilizada producida por el m6todo 
segtui la invenci6n, que es xxn m6todo de liidr6lisis de. gra- 
sas, en el que una enrulsi 6n de triglic6rido y agua se pone 
en contacto con la preparaci6n de lipasa inmovilizada pro- 
ducida segto la invencidn, sin ningtin disolvente ni otro 
agente auxiliar costoso, o svistancialmente sin ningiin di- 
solvente ni otro agente auxiliar costoso. 

la invenci6n comprende tambi^n otro uso dc la 
preparaci6n de lipasa inmovilizada producida por el m^todo 
segiin la invenci6n, que es un m6todo de sintesis de grasas 
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en el que ma mezcla de glicerina y ^cidoa grasos libres 
se pone en contacto con la preparaci6n de lipasa inmovili- 
zada producida segiSn la invenci6n, sin ning6n disolvente 
ni otro agente avixiliar costoso, o sustancialmente sin nin 
g6n disolveniie ni btro agente auxiliar costoso* 

La invenci6n se iltistrard por medio de los ejem- 
plos siguientes* 

La lipasa de Muoor miehei usada en los ejemplos 
que siguen puede obtenerse en NOVO Industri A/S, Novo Allej 
2880 Bagsvaerd, Dinamarca, a petici6n (como producto de s£ 
licitud de enzima SJ* 225). Esta lipasa de Mucor Miehei pue 
de obtenerse como se indica en la patente Danesa nfi 
4234/77. 

La Txnidad de actividad de lipasa (LU) indicada 
en los ejemplos se determina como se describe en la publi- 
caci6n AP 95.1/2-GB de 3.1.83, obtenible de NOVO Indixstri 
A/S, Novo Alle, 2880 Bagsvaerd, Dinamarca* 

La actividad de interesterif icaci6n de las prej^ 
raciones de lipasa inmovilizada se determina por medio de 
una determinaci6n discontinua basada en las reacciones si- 
gviientes: 

000 + P - — ^ POO ♦ 0 

POO ^ P ^Z:^ POP ^0, 
donde 0 = 6cido oleico, P = ^cido palmltico, y 000, POO y 
POP son grasas que contienen los dcidos grasos indicados 
en el orden que se indica, siendo 000 por tanto triolelna* 
250 mg de preparaci6n de lipasa innlovilizada se 
mezclan con 600 mg de triolelna (0,68 mmoles) y 174 mg de 
6cido palmltico (0,68 mmoles) disueltos en 12 ml de white 
spirit (temp* 80-1005C) en un tubo de vidrio de 20 ml con 
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tap6n de rosea. Los tubos se inouban en un bano de agaa a 
402c y se agitan durante 1/2, 1 6 3 horas. 

La mezola de reacci6n se enfrla, se filtra y se 
evapora. La cantidad relativa de 000, POO y POP se determi 
na por HPLC ( cromatografla de llquidos de alto rendimien- 
to, abrev. del ingles "High performance liquid cromatogra- 
phy"), y el tanto por ciento de P incorporado se calcula 
como 

^ ^ ^ . /, i> de POO ^- 2 X ^ de P OP 
5b de P xncorporado = ^ ^ ^ 

La co2iposici6n de equilibrio de la mezcla de re- 
acci6n discontinua antes indicada es aproximadamente 439^ 
de POO y 10^ de POP, 0 sea 21?^ de P Incorporado. 

En algunos de los ejemplos siguientes, la inter- 
esterificacidn se efecttSa en forma de oper^ci6n disconti- 
nxia con o sin disolvente. Se ha establecido por medio de 
ensayos comparativos que una preparaLci6n de lipasa inmovi- 
lizada, que tiene vma actividad y estabilidad de interests 
rificaci6n satisf actorias, demostradas por el ensayo de in 
teresterif icaci6n discontinue, y que tiene una distribu- 
ci6n de tamanos de partlcvilas y vma resistencia flsica ad^ 
cuada para un funcionamiento de la coltunna, funcionarA sa- 
tisf actoriamente por operaci6n continua tambiSn en coltun- 
na, con o sin disolvente. Asl, un ensayo discontinue sati^ 
factorio en estas circxmstancias es una evidencia de que 
puede efectuarse un ensayo en columna continuo satisfacto- 
rio con la preparaci6n de lipasa inmovilizada en cuesti6n. 
Ejemplo 1 > 

Este ejemplo ilustra el efecto del pH durante la 
adsorci6n de lipasa de Mucor miehei en la actividad de in- 
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"teresterif icaci6n. 

2,0 gramos de lipasa de Mucor Miehei, 93 • 000 
LU/g, disolvieron en 20 ml de agua, y se pusieron en 
suspen3i6n en ellos 10 gramos de Duolite ES 562 lavada con 
agaa como resina cambiadora de aniones, de peso en seco 
8,5 g- 

Se ajustd el pH de tres de tales porciones a 
5,0, 6,0 y 7,0, respectivamente, y se mantuvieron en agita 
ci6n con agitador magn6tico dtirante 4 horas a unos 5SC» 

Las tres porciones se filtraron* Despu6s de la 
filtraci6n, la cantidad de actividad hidrolitica (LU) en 
los tres filtrados (antes del lavado) estaba entre 10 y 
17^ de las cantidades totales iniciales (186.000 LU), Des- 
pu6s se ef ectu6 vm lavado con agua con i2na pequena canti- 
dad de agua, y despu^s las preparaciones se secaron duran- 
te la noche a vacio a temperatura ambient e. 

Los resultados se resumen en la tabla que sigue. 


Contenido 


Actividad de inter 
ester if icaci6n, 
30 minutos 


pH de 
inmovili zaci 6ix 

Producci6n 

e 

de agua 
5^ 

^ de 
POO 

9^, de 
POP 

^ de P 
incor- 
porado 

5,0 

9,20 

9,5 

24,5 

6,2 

.12,3 

6,0 

9,56 

8,2 

26,5. 

6,6 

13,2 

7,0 

9,41 

8,0 

21,2 

. 5,2 

10,5 


Ejemplo 2. 

Tres porciones de 10 g de resina cambiadora de 
iones hximeda, Duolite E3 562 (peso en seco 8,35 g) se pusie 
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ron en suspensidn en 50 ml de agua, y se afiadi6 NaOH 4 N* 
hasta que el pH se estabiliz6 a 6,0. Despu^s se lavaron 
con gran cantidad de agua y se escurrieron en vix embudo 
Buchner, dando un peso escurrido de tanos 16 g. 

A cada \ma de dos de las porciones de 10 g se le 
afiadi6 vina disoluci6n de 2,5 g de lipasa de Mucor Miehei 
(ac-bividad 93.000 LU/g) en 85 xal de agua, y el pH se ajus- 
t6 a 6,0. 

A la tercera porci6n se le anadi6 ima porci6n de 
2,5 g de la lipasa de Mucor Miehei antes indicada en 50 ail 
de agua, y el pH se ajustd a 6,0. 

La mezcla se agit6 lentamente a temperatura am- 
biente (25^0) durante 2 horas. Despu^s, el llquido se sepa 
t6 per filtraci6n en un embudo Buchner. 

Una de las porciones con 25 nil de disoluci6n de 
lipasa se lav6 adem^s con 2 x 25 ml de agua. Las prepara- 
ciones inmovilizadas se secaron en vaclo. 

Para el ensayo de interesterif icacifin, 250 mg 
(peso en seco) de las preparaciones de enzima inmovilizadae 
se humedecieron con 20 microlitros de agua antes de la me^ 
cla con el sustrato* 

Interesterif icaci6n, 1/2 hora 

5S de P incor 

Preparaci6n de lipasa ^ de POO de POP porado 
ininovilizada con 


2,5 6 de liTOsa 
ml sin layado 

en 

25 

25,8 

6,85 

13,2 

2,5 g de lipasa 
ml con lavado 

en 

25 

30,1 

7,65 

15,1 

2,5 g de lipasa 
ml ,'sin 'lavado 

en 

50 

26,8 

6,8G 

13,5 
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Este ejemplo demuestra que un lavado posterior 
con agua para separar la lipasa no ligada es esencial para 
obtener vma elevada actividad de interesterif icaci6n, mien 
traa que la cantidad de agua en la que se disuelve la lipa 
sa durante la inmcvilizacidn es de pequefla importancia, 
Ejemplo 3 » 

50 g de resina camMadora de iones htineda Duoli- 
te ES 562 (peso en seco, 41,8 g) se ao^^st6 a pH 6,0 y se 
lavaron como en el ejemplo 2. 

Se mezclaron porciones de 10,6 g de esta resina 
cambiadora de iones hiSmeda (imos 5 g de peso en seco) con 
cantidades dif erentes de una disoluci6n al 10^ de lipasa 
de Mucor miehei (81,000 LU/g) segiin la tabla* 

Despu^s de la reacci6n, el Uquido se separd por 
filtraci6n en un embudo Buchner, y la preparaci6n de lipa- 
sa ^e lav6 con 2 x 25 ml de agua y se sec6 en vacio a alr^ 
dedor de 97^ de materia seca. 

Las muestras de 250 mg de peso en seco de prepa- 
raci6n inmovilizada con fines de ensayo se hxmedecieron 
con 20 microlitros de agua antes de la determinaci6n* 
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Tiempo de re Interesterificacidn, 


g de resina 


accl6n, bo- 


V2 hora 

cambiadora 

g de disolu 

ras a tempe— 



^ de P 

Act 4 OTI 0 Q 

on Qo JUL*~ 

rctburci aiiir- 

70 ae 

^ de 

incor- 

hiSmeda 

pasa al 10?6 

biente 

POO 

POP 

porado 

10,6 

12,5 

1 

26,5 

6,62 

13,3 

10,6 

12,5 

2 

27,0 

6,62 

13,4 

10,6 

12,5 

4 

28,2 

7,27 

14,3 

10,6 

25 

1 

23,5 

5,90 

11,8 

10,6 

25 

2 

29,7 

7,56 

14,9 

10,6 

25 

4 

31,4 

7,99 

15,8 

10,6 

50 

1 

19,5 

4,34 

9,4 


50 

4 

26,6 

6,73 

13,4 


Este eoemplo muestra que la dosificaci6n dptiina 
de lipasa depende del tiempo de reacci6n. 
Ejeiiplo 4 > . 

Dos de las preparaciones del ejemplo 3 se enaaya 
ran de nue^ro variando la adici6n de agua, es decir la mue^ 
tra con 12,5 g de di30luci6n de lipasa y la de 25 g de di- 
soluci6n de lipasa, ambas con un tiempo de reacci6n de 2 
horas. El efecto del contenido de htuaedad en la actividad 
de inter esterificacidn se muestra en la tabla siguiente. 
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Muestra 


12,5 g 


Microlitro3 
de a^aa afia 
dida a 250 
mg de peso 
seco 

0 

20 

50 

100 


>rpor(Ldo 


Humedad 

eatimada Interesterif icaci6n, 1/2 

en la 5b de P 

muestra j£ de POO de POP co 

2,6 18,2 2,27 7,6 

9,6 25,6 6,55 12,9 

18,5 23,4 5,85 11,7 

29,9 15,3 3,84 7,6 


hOra 
in 


25 g 


0 
20 
50 
100 


3,0 
10,0 
18,8 
30,1 


19,1 
28,6 
25,4 
18,6 


2,04 
7,65 
5,25 
4,55 


7,7 
14,6 
12,0 

9,2 


r 


Sate ejemplo muestra que el contenido de humedad 
6ptimo es alrededor de 10^. 
Ejeiaplo 5 « 

Una de las preparaciones del ejemplo 3 se ensayd 
de nuevo con cantidades variables de agua adicional. Se 
U36 la muestra con 25 g de disoluci^n de lipasa y 4 horas 
de tiempo de reacci6n. 


pi de agua ana Agua estima 
dida a 233 mg da en la" 


Interesterificaci6n, 1/2 hors 


peso en seco 

muestra, 

i> 

^ POO 

^ POP 

io P incorporado 

0 

9,5 

28,0 

6,57 

13,7 

10 

13,1 

28,9 

7,45 

14,6 

20 

16,2 

27,9 

6,46 

13,6 

30 

19,1 

26,6 

6,96 

13,5 

40 

21,8 

25,0 

6,77 

12,8 

50 

24,4 

22,8 

5,20 

11,1 

' 75 . 

30,0 

19,6 

4,54 

9,6 

100 

34,9 

14,6 

3,88 

7,5 

150 

42,9 

0,44 

0 

0,1 
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Ejemplo 6 , 

22,8 g de resina cambiadora de iones hiluaeda Duo- 
lite A 561 (88,2^ de sustancia seca) se ajustaron.a pH 6,0 
y se lavaron. 

Otra muestra de 22,8 g de Duolite A 561 se -tritu 
r6 parcialmente en vm mortero antes del ajuste de pH y el 
lavado. 

A cada una de estas porciones se le a£adi6 una 
disoluci6n de 10 g de lipasa de Mucor miehei (93*000 LU/g) 
en 200 g de agua con pH ajustado a 6. La reacci6n tuvo lu- 
gar en 2 horas a tempera tiara ambiente. 

Los enzimas iniaovilizados se lavaron con 1 litro 
de agua y se secaron en vaclo. 

Despu^s del secado, la muestra no triturada se 
tritur6 en un mortero, y ambas muestras se tamizaron. 

Interesterificaci 6n, 1/2 hora 


Trituraci6n antes de 
la inmovilizaci 6n 


Trituraci6n despu^s 
la inmovilizaciiSn 


Pracci6n, de 
(tamiz) POO 

^ de 
POP 

^ de P 
incorp. 

de 
POO 

^ de 
POP 

de P 
incorp. 

180-300 micras 30,1 

7,78 

15,2 

25,7 

6,39 

12,8 

425-500 micras 25»7 

6,66 

13,0 

21,7 

5,50 

10,9 

600-710 micras 19,2 

5,06 

9,8 

17,2 

4,38 

8.7 

850-1000 micras 12,7 

3,22 

6,4 

.14,3 

3,90 

7,4 


Se ve claramente que es ventajoso usar las frac 
clones granulom^tricas finas para obtener una maxima acti- 
vidad de inter esterificacidn, pero la necesidad de una ba- 
ja p6rdida de carga hace necesario un compromiso. 
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Ejemplo 7 > 

Este ejemplo ilustra el efecto de clases diferen 
tea de resinas de cambio de aniones dfebiles macroporosas 
(tipo de matriz, grupos funcionales, tamano de partlcula) 
en la actividad de interesterif icaci6n discontinua de la 
preparaci6n de lipasa inmovilizada. 

En el case de Duolite E3 562, Duolite A 561, Duo 
lite A 7, Amberlite IRA 93, y Amberlyst A 21, 4,25 gramos 
de peso en seco de resina se lavaron con agua, se mezcla- 
con con 1 g de lipasa de Ifiucor miehei (93,000 LU/g) , en 20 
ml de agua, ajustdndose el pH de la mezcLa a 6,0, y liaci6n 
dose girar lentamente durante 2 horas a temperatura ambien 
te, Despu^s de filtrar, cada preparaci6n se lav6 con 250 
ml de agua. En el case de la Duolite A 378, se mezclaron 
8,5 gramos con 2 gramos de lipasa y finalmente se lavaron 
con 250 ml de agua. Todas se secaron en vaclo a temperatu- 
ra ambiente. En el case de la Duolite A 365, Duolite S 587 
y Dowex MWA-1, 4,25 gramos de peso en seco de resina se 
mezclaron con 1 gramo de lipasa de Mucor miehei (124.000 
I'U/g) en unos 10 ml de agua durante 2 horas, por rotaci6n 
a temperatura ambiente (sin embargo, en el caso de Lewatit 
se usaron 0,5 g de lipasa). Despu^s de filtraci6n y lavado 
con 2 voliimenes de agua, las preparaciones se secaron en 
vaclo a temperatura ambiente. La caracterizaci6n de las 
preparaciones inmovilizadas se muestra en la tabla que si- 
gae. 
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Resina camlia. 
iora de anicnes Matriz 


Amberlyst A 
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Daolite A 365 

Duolite S 587 
Lev/atit MP 6(2 

DOWEX MV.'A-1 


Penol-f ormal 
dehido 

PeBol-f ormal 
dehido 

Penol-formal 
dehido 

Poliestir6- 
nica 

Estireno-IRTB 
Estireno-DVB 

Poliestir6- 
nica 

Penol-f orm. 

Poliestird- 
nica 

Estireno-DVB 


Grupos 
funo> 

Amina 
terc. 

Amina 
terc. 

Amina 
sec* 

Amina 
terc. 

Poli- 
amina 

Amina 
terc. 

Amina 
pcrim, 

Aminas 


Tamanos de 

partlc, Actividad en discoitinuo, 

>um Agua 1/2 hora 

(>85^) i> jo POO ^ POP i> de Pi inoon: 


212 - 425 13,8 26,7 6,8 
300 - 1200 13,0 14,8 3,2 


300 - 1200 13,5 9,5 2,5 


300 - 1100 6,3 14,3 3,3 
400 - 500 12,2 10,8 2,9 
425 - 850 11,1 10,6 2,7 


300 - 1200 11,5 15,5 3,7 
300 - 1100 7,4 25,4 6,4 
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Aminas 300 - 1200 13,6 16,9 3,9 


Amina 
terc. 


300 - 1200 10,5 21,0 4,9 


4 

7 

5< 
5 

12: 
8 

lOJ 
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z Se afiadi6 5^ de agua antes del ensayo discontinue 
Ejemplo 8 . 

30 g de resina cambiadora de iones Duolite de ti 
po ES 562 se pusieron en suspensi6n en unos 75 ml de agua 5. 
y el pH se aju3t6 a 6,0 con NaOH 4 N. La resina cambiadora 
de iones se lav6 con agua sobre un filtro de succi6n, y el 
exceso de agua se separ6 por succi6no La resina cambiadora 
de iones hiiimeda (unos 45 g) se dividi6 en tres porciones 
iguales. 
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La primera porci6n se mezcld con una disoluci6n 
de 1 g de lipaaa de Mucor miehei (210.000 LU/g) en 20 ml 
de agua con pE ajixstado a 6,0» Despu6s de la mezcla, el pH 
se ajust6 de nuevo a 6,0, y la mezcla se de^6 reaccionar 
durante 4 horas a 5^0 con agitaci6n magn^tica. Durante es- 
te perlodo, el pH descendi6 a 5, 45* la mezcla se transfi- 
ri6 a un embudo Buchner con tmos pocos znililitros de agua, 
y se separ6 por 3ucci6n toda la cantidad posible de disolu 
ci6n (14 ml). La resina se sec6 ademds en vaclo hasta un 
contenido de agua de 10,0^. Producci6n 8,27 g. 

La segujada porci6n de la resina hi5meda se mezcl6 
con una disoluci6n de 1 g. de la lipasa antes indicada en 
20 ml de tamp6n de acetato de sodio 0,1 M (pH 6,0). El pH 
de la mezcla se a3ust6 de nuevo a 6,0 y la mezcla se dej6 
reaccionar durante 4 horas a 5^C con agitaci6n laagn^tica. 
Dvirante este perlodo, el pH descendi6 a 5,83» El procedi- 
miento se continu6 como se ha indicado en relacifin con la 
primera porci6n de la resina cambiadora de iones htSmeda, 
dando lugar a 21 ml de filtrado y 9>10 g de preparaci6n se 
ca con un contenido de hvimedad de 9,5^. 

La tercera porcidn de la resina se mezcl6 con di 
soluci6n de lipasa como antes, pero el pH se mantuvo cons- 
tante en 6,0 diirante el perlodo de copulaci6n de 4 horas a 
59C, por adici6n de 0,58 ml de RaOH I N. La mezcla se tra- 
t6 como las otras porciones, dando lugar a 28 ml de filtra 
do y 8,95 g de preparaci6n seca con 8,9^ de humedad. Los 
tres filtrados contenlan entre el 1 y el 5?^ de la activi- 
dad total inicial. 

La actividad de interesterif icaci6n con 250 mg 
de prepax'acidn de lipasa inmovilizada, despu^s de un tierapo 
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de reacci6n de 30 minutoa a 402C, se indica en la tabla 
que sigue, 

Actividad de interesterif icaci6n, 
Preparaci6n de enzima 1/2 hora 

irunovilizada de ^ de 
en POO POP ^ de P incorporado 

Agua desmineralizada, 

PH_6 27,4 6^ 13,5_ 

Acetate 0,1 M, pH 6 25,4 6 ,5 12 , 8 

Agua desmineralizada 
con pH estabilizado a 

6 27,7 7,0 13,9 

Se ve en la tabla que sdlo hay ligeras diferen- 
cias entre las preparaciones. 
Ejemplo 9 > 

Este ejemplo ilustra los efectos de la pcresencia 
de dos sales en el intervale de concentraci6n de 0-0,5 M 
durante la ininovilizaci6n de la actividad de interesterifi 
caci6n. 

Cinco porciones de 1,00 gramo de lipasa de Mucor 
miehei,, diaf iltradas , y secadas per congelaci6n, con una 
actividad de 93.000 LU/g, se disolvieron en 20 ml de: 

1) agua desmineralizada 

2) fosfato de sodio 0,05 a, pH 6,0 

3) Id. ±A. 0,5 H, pH 6,0 . 

4) cloruro id. 0,05 M 

5) Id. id. 0,5 M 

Otras cinco porciones de 5,25 gramos (peso en se 
CO 4,25 g) de resina cambiadora de iones Duolite ES 562 se 
equilibraron con 20 ml de 1) a 5) anteriores. Despu^s de 
decantar, las disoluciones de lipasa correspondientes se 
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anadieron a las i)artlcula3 de resina cambiadora de ionea 
hiimeda ajustada a pH 6,0, y los recipientes se hicieron ^ 
rar lentamente dvirante 2 horaa a 25^0 . Las preparaciones 
se recogieron despu^s por filtraci6n, y cada una de ellas 
se lavd con 250 nil de agua desmineralizada, y se sec6 des- 
pu6s en vaclo a 25^0 (64 horas)^ Los resultados de la de- 
terminaci6n de la actividad de interesterif icaci6n se mues 
tran a continuaci6n: 


Produc- 


Actividad de interesterif icaci6A, 
0/2 hora 


Sal/conc 

entracidn 

ci6ii, g, 

4.7 

i> POO 

i> POP 

^ de P incorporadci 

Hinguna 

sal 

4,51 

23,1 

5,7 

11,5 

Fosfato 

0,05 M 

4,48 

5,3 

21,9 

5,3 

10,8 


0,5 M 

4,57 

. 4,6 

20,3 

5,1 

10,2 

HaCl 

0,05 M 

4,54 

. 4,6 

23,4 

5,7 

11,6 


0,5 M 

4,43 

-^'5 

19,2 

4,6 

9,5 


£ Se anadi6 H^O hasta un total de 10^ antes del ensayo. 


Ejemplo 10 » 
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Este ejemplo muestra los efeotos de altas concen 
traciones de acetato de sodio durante la inmovili zaci 6n de 
lipasa en la actividad de interesterificacidn de las prei>a 
raciones. 

Cinco porcion.es de 1,00 g de lipasa de Mucor 
miehei, diafiltradas y secadas por congelaci6n, de 93.000 
LU/gf se disolvieron por separado en 20 ml de los llquidos 
siguientes: 

1) agua desmineralizada 

2) acetato de sodio 0,5 M, pH 6,0 

3) Id. id. 1,0 M, pH 6,0 
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4) acetato de sodio 2,0 M, pH 6,0 

5) Id. id. 4,0 M, pH 6,0^ 

Cinco porciones de 4,25 g (peso en seco) de resi 
na cambiadora de iones Duolite ES 562 se lavaron y se equi 
libraron mezclAndolas con las cinco djlsoluciones antes in- 
dicadas, 1) a 5), y despu6s se agitaron durante 15 minutes 
Se mezclaron las disoluciones de lipasa y las resinas cam- 
biadoras de iones lavadas correspondientes, se ajustA el 
pH. a 6,0 y se hicieron girar lentamente dizrante 2 horas a 
temperatura ambiente. Cada preparaci6n se filtr6, se lav6 
con 250 nil de agua y se sec6 en vacio a temperatura ambien 
te. Se determin6 la actividad de interesterif icadL6n dis- 
continxxa de las preparaciones,,. mostr^dose los resultados 
en la tabla siguiente. 


Cone, de 
acetato 
(M) 


Producci6n 
despu6s del 
secado (g) 


Agua des- 
pu6s del 
secado(^) 


Piltrado 


Actividad de iilteres* 
rificaci6n disc on ti- 

ntia, 1/2 h( ra 
^ . de de ^ c e P in 
POO POP coiporado 



3E Actividad en tanto por ciento de la cantidad total inici 
(93-000 lU) ' 

Ejemplo 11 . 

Este ejemplo ilustra la inmovilizaci6n de lipasas 
microbianas distintas de la lipasa de Mucor miehei: 


NZAS-0033802 


P_ 87.338 


5 


10 


15 


20 


25 


30 
29094 


25 


Se iimoviliz6 lipasa de Pusariiun orysporvun, pre- 
parada como se descri'be en la solicitud de patente Danesa 
n9 2999/84, Ejemplo 23, mezclando 6,72 g de lipasa de 
88,000 W/g y 4,25 g de materia seca de resina cambiadora 
de iones Duolite ES 562, lavada y de pH ajustado, en 25 ulL 
de agua a pH 6,0, y por rotaci6n a temperattira ambiente du 
rante 2 horas, Despu6s se efectu6 el lavado con 2 x 25 ml 
de agua, y secando en vacio se obtuvieron 4,93 g de prepa- 
raci6n con un contenido de agua de 8,1^» 

La actividad que qued6 en el filtrado total co- 
rrespondla a l8j& de la actividad original. 

Se obtuvo estearasa de Aspergillus niger por ul- 
traf iltraci6n del producto comercial Palatase de NOVO. 15 
ml de. PALATASE de 2790 LU/ml se inmovilizaron sobre 4,25 g 
de ES 562 como se ha descrito antes, con lo que se obtuvi^ 
ron 4,77 g de preparaci6n inmovilizada con 7, 65s de agua. 
El filtrado contenla 139^ de la actividad (LU) original. 

Se inmoviliz6 de modo similar lipasa de Candida 
cylindracea, de Amano (tipo OP) mezclando 4,25 g de ES 562 
con 1,4Q g de lipasa Amano OP en 15 ml de agua de pH 6,0. 
La producci6n fue de 4,62 g de preparaci6n inmovilizada 
con 6,5^ de agua y quedando 0,25^ de la actividad en el fil 
trade. 

Las tres preparaciones se caracterizaron como si 


gue: 


1) Por la determinaci6n o ensayo discontinue es~ 
t^dar a 402C. 

2) Por interesterificaci6n discontinua de trio-- 
leina (O00)/^cido decanoico (D) sin disolven- 
te a 60ec, usando 3,0 g de 000. 0,600 g de D 
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y 250 mg de preparaci6n de lipasa seca hidra- 
tada a alrededor de 10^ de agua» 
Con fines de comparacifin, tambi^n se indican los 

resultados de ima preparaci6n de lipasa de Mucor miehei, 

como la descrita en el ejezaplo 13: 

T . . Carga 

lixpasa xnmo ^^^^^ 000/P/disolvente, 409 000/D, 609 

vxixzada j^^/j^g Tiempo (h) inc> Tiempo (b) ^ 


xnc. 


Pusarium 

oxysporum 11 3 8,0 1? 5j 
Aspergillus 

niger 8 3 4,4 17 . 6, 
Candida 

cylindracea 30 3 8,9 17 1 
Mucor 

miehei 30 0,5 14,7 2 13, 


Para lograr una laejor comprensidn de los eoem- 
plos anteriores, se hace referencia a la tabla sigaiente. 

Estos ejemplos ilustran la influencia de los fajc 
tores que se indican en la actividad de interesterif ica- 
ci6n de las preparaciones de lipasa ininovilizada prepara- 
das por el m6todo segdn la invenci6n. 


1, 8 

pH 

2 

Lavado posterior 

3 

Carga de lipasa en relaci6n con el tiempo de 
reacci6n 

4. 5 

tanto por ciento. de agua 

6 

tamafio de parti culas 

7 

tipo de resina 

8-10 

fuerza i6nica en la disoluci6n de lipasa 

U 

microorganisino fuente de lipasa 


NZAS-0033804 


p- 87.338 
1 

i 

10 

15 

20 
25 

30 
. 29094 


MoJm nfim. 


27 


Para demostrar la utilidad de la preparaci6n de 
lipasa irunovilizada preparada por el m6todo seg&n la inven 
cl6n, se U36 ima preparaci 6n de lipasa iiuaovilizada produ- 
cida por el m6todo segdn la iriYenci^n, como se indica. m&s 
adelante, en una interea-terif xcaci6n continua de grasas 
sin use de di solvent e ninguno ni otros agentes avixiliares 
CGstosos, como se describe en el ejemplo 12 que sigue* 
Ejemplo 12 > 

Estc ejemplo ilustra la interesterif icaci6n con- 
tinxia de grasas sin disolvente ni otros agentes atixiliares 
costosos, usando xma preparaci6n de lipasa inmovilizada 
producida por el m^todo segiin la invenci6n, en xm reactor 
de lecho relleno* 
I jomovili zac i 6n 

2,20 gramos de lipasa de Mucor miehei (81*000 
iU/s) se disolvieron en 20 ml de agua, se mezclaron con 10 
gramos de resina cambiadora de iones Duolite ES 562, lava- 
da (8,5 g de peso en seco), siendo m4s del 80^ de las par- 
tlcnlas de entre 200' y 400 micras. El pH de la mezcla se 
ajustd a 5,0, y se dejd 6sta 4 horas a 3^0 con agitaci6n 
magn6tica, Despu6s de filtrarla y lavarla con una pequena 
cantidad de agua, la preparaci6n se sec6 en vaclo a tempe- 
ratura ambiente. La producci6n fue de 9,05 gramos, que con 
tenlan 9t35^ de agua. La actividad que qued6 en el filtrado 
era de 8j& de la cantidad inicial total. La actividad de in 
teresterificaci6n discontinua era de 30,69t de POO, 7,7^ de 
POP a la media hora, 6 15>3 de P incorporado.. 
Ens ay o en columna 

2 gramos de esta preparaci6n de lipasa inmovili- 
zada se colocaron en vma columna, y se hizo pasar continua 
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mente a 602C un sustrato exento de disolvente que constaba 
de aceite de oliva/dcido palmltico en la proporci6n de 
2,5:1 en peso/peso. El rendimiento de la preparaci6n de li 
pasa se muestra en la tabla que sigue. 


Caudal, Composici6n (HPLC) 
gTG/h/g ^ de 5& de ^ de Conversi6n 
Muestra/tiempo de enziiaa OOP POO POP (GLC) 


Aceite de oli- 

va/iniciaci6n - 42,3 22,5 3,8 0 

17 horas 5,7 30,5 30,1 11,6 

208 1/2 hora 2,5 33,8 28,8 8,6 28 

233 " 0,61 22,2 34,8 16,5 67 

475 " 1,8 35,1 28,8 8,7 28 
Equilibrio 

(discontinue) - 17,4 36,0 20,6 100 


Leyenda: Iff = triglic^ridos; g enz. = gramos de lipasa in- 
movilizada. 

El ^ de P incorporado se determina por GLC de 6^ 
teres de metilo de dcidos grasos. 

Conversion x = (j6 de T - 56 de Pq)/(^ de P^^ - ^ de Pq)o 

Prx y P son 5& de P incorporado en el sustrato de aceite 
0 eq 

de oliva (P^) y en la mezcla de TG en el equilibrio (P^^)* 
Comentarios 


Con base en los dates de 208 1/2 y 475 boras, la 
extrapolaci6n a la iniciaci6n en gr^ico semilogarltmico 
indica una actividad inicial (caudal) de 3,2 g de TG/h/ge 
de enzima con un grade de conversion correspondiente x = 
28^» Dna estimaciOn de la vida media (semiperlode) es de 
500-600 horas a 60SC sin disolvente y aceite de oliva/P = 


NZAS-0033806 


P- 87.338 

1 

5 

10 
15 
20 

25 

30 
29094 


29 


2,5:1 (peso/peso). No se han observado problemas de p6rdi- 
da de carga. Un intento anterior de hacer pasar un sustra- 
to similar a trav63 de lipasa adsorbida sobre Celite, de 
la clase descrita en la solicitud de patente Danesa n9 
563/77 en una columna, fue imposible de ef ectuar. 
Ejemplo 13 > 

Este ejemplo ilustra una producci6n a escala de 
instalaci6n pilot o de una preparaci6n de lipasa inmoviliza 
da en una columna, y la aplicacidn de esta preparaci 6n a 
una interesterificaci6n continua en una colvunna con sustra 
to a 60 y a 702C, sin disolvente. 
Inmovilizaci6n. 

6,0 kg (81^ de materia seca) de resina cambiado- 
ra de iones Duolite ES 562 se acondicionaron segiin las ins 
trucciones del fabricante (Inf ormaci6n T^cnica Duolite 
OllOA)* Esto iraplica un ciclo doido-base y en este caso 
tambi6n un lavado con etanol (para asegurar la maxima pure 
za en el tratamiento de alimentos)» El pH se ajust6 a 6,0 
en tampdn de fosfato 0,1 M. La suspension se introdujo en 
una colvunna y la resina estabilizada (l8 1) se lav6 con 72 
1 de agua. 

18 1 de lipasa de Mucor miehei ( 10*100 LU/ml) 
con pH ajustado a 6,0 se recircularon a 30 l/h dvcoexi'te 6 
horas con control de pH» Despu^s de un desplazamiento con 
20 1 de agua, un volumen combinado de 37 1 contenia 126 
LU/ml, que corresponden a un rendim.iento de inmoyilizaci6n 
de 97?^» La colvunna se iav6 ademds con otros 20 1 de agua y 
la preparaci6n se sec6 a vaclo a temperatura ambiente, con 
lo que se obtuvieron 6,0 kg (97^ de materia seca) de prepa 
raci6n de lipasa inmovilizada* La actividad do intei--esteri 
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ficaci6n discontinue era de 30,2^ de POO, 6,95^ de POP a la 
1/2 hora, o bien 14,7?^ de 
Experimento de aplicaci6n nQ 1. 

4,0 g de la preparacidn de lipasa inmovilizada 
se introdujeron en tma columna con camisa de agua con vai 
didmetro intemo de 1,5 cm. La temperature en la columna 
se mantuvo a 6020. Dn sustrato de aceite de oliva/dcido de 
canoico con una composici6n de 2,5/1 (peso/peso) se bombed 
a trav6s de una columna previa que contenla 30 g de Duoli- 
te S 561 saturada con 21 ml de agua sometida a cambio de 
iones, y despu^s a trav^s de la columna principal que con- 
tenla la preparaci6n de lipasa inmovilizada. El caudal se 
control6 para mantener la compo3ici6n del producto de sali 
da en valor correspondiente a una conversi6n de alrede- 
dor de 65?^, es decir 23^ de DOO en el triglic6rico final 
(DOO significa un triglic6rido con \ma unidad de dcido de- 
canoico (en posici6n exterior) y dos unidades de dcido 
oleico) • 

Suponiendo que la disminuci6n de la actividad de 
la lipasa inmovilizada sigue una reaccidn de primer orden, 
la vida media o semiperiodo puede estimarse en 3200 horas. 
Con \ma actividad inicial de 2,4 g de . triglic6rido/liora/g 
de preparaci6n de enzima, la productividad es aproximada— 
mente 8,3 Ton. de triglic6ri do/kg de enzima, suponiendo un 
tiempo de funcionamiento de dos semiperiodos. En la Pig. 1 
se representa grdficamente el logaritmo del caudal en fun- 
ci6n del tiempo. 
Experimento de aplicaci 6n ns 2. 

Se efectud el mismo experimento que el ns 1, a 
7090 en lugar de a 602 0. 
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Se encon-tr6 que la vida media o semi perl o do era 
de 1300 horas y la actividad inicial de 2,3 g de triglic6- 
rido/hora/g. de preparaci6n de enzima, que corresponde a 
una productividad de 3f2 toneladas de triglicSri do/kg de 
preparacKJn de enzima. El logaritmo del caudal se represen 
ta grdficamente f rente al tiempo en la fig. 2» 
Ejemplo 14 * 

Este ejemplo ilustra el potencial de una prepara 
ci6n de. lipasa inmovilizada producida seg\in la invenci6ii, 
para la interesterif icaci6n continua de una mezcla de tri- 
glic6ridos de alto punto de fusi6n compuesta de sebo de va 
ca y aceite de soja sin disolvente ni otroe agentes auxi- 
liares. Otros procedimientos similares pueden ser \itiles 
para la preparaci6n de grasas especialea sin usar hidroge- 
naci6n o interesterif icaci6n qulmica, y adecuadas para mar 
garina o productos relacionados. 
Inmovili zaci 6n • 

19 > 8 gramos de resina cambiadora de iones Duolite 
A 561 hiSmeda (86,0^ de materia seca) , con mds de 80^ de 
las parti aulas de un tamafio entre 400 y 850 mi eras, se ajus 
t6 a pH 6,0 en 3U3pensi6n acuosa y se lavaron con agua. Se 
mezclaron con la resina 50 ml de lipasa de Mucor miehei 
(7400 LU/ml, 856 de materia seca) y el pH se ajust6 de nue- 
vo a 6,0. Despu^s de agitar durante 2 horas a tempera tura 
ambiente, filtrar y lavar con 2 x 50 ml de agua, la prepa- 
raci6n se sec6 en vaclo a temperatvira ambiente. La produc- 
ci6n fue de '19,2 gramos que contenlan 8,5^ de* agua. La ac- 
tividad que qued6 en el filtrado era del 34^ de la canti- 
dad total inicial. La actividad de interesterif icaci6n dis 
continua era de 25, 47^ de POO, 6,05b de POO a la 1/2 hora, o 
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bien 12,5^ de P, inc. 

Andlisis de la reacci6n de interesterif icacifin, 

Se obtuvieron sebo bianco de vaca y aceite de so 
ja reciente y refinado del mercado local. El sxistrato se 
componla de 1,5 partes de sebo de vaca y 1 parte de aceite 
de soja, que se mezclaron a 70ec, Se anadi6 antioxidante 
BHT en una concentraci6n de 0,1^. Para caracterizar los 
componentes individuales y segxiir la reacci6nde intereste- 
rificaci6n, se us6 HPLC (cromatog. de llq. de alto rendi- 
miento) para analizar la composicidn de triglic6rido de 
Ips componentes del sustrato, la mezcla inicial y la mez- 
cla interesterificada. Se efectu6 una reacci6n discontinaaa 
inicial con 2,75 gramos de preparacidn de lipasa de Hucor 
miehei inmovilizada, 24 gramos de sebo, y 16 gramos de 
aceite de soja, durante 16,5 boras a 652c. La HPLC mostr6 
que la proporci6h de triglic6rido de LPO a LLL (L: lino- 
leico, P: palmltico, 0: oleico) en la mezcla aument6 de 
0,62 a 1,16, estando probablemente esta dltima cifra pr6xi 
ma a la proporci6n de equilibrio. 

Propiedades de fusi6n de la mezcla interesterif icada > 

El cambio en las propiedades de fusi6n a caxxsa 
de la interesterificacidn se analiz6 por dilataci6n segiSn 
el mStodo of icial de la ITJPAC (lUPAC : M6todos estdndar pa- 
ra el andlisis de aceit^s, grasas y derivados, 6^ ed., m6- 
todo ns 2*141 (1979) )• Los resultados se muestran en la ta 
bla que sigue, con una mezcla correspondiente no interest^ 
rificada de sebo de vaca y aceite de soja (1,5:1) como re- 
ferencia, ' 
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Tempera tiir a, 2C 


Dilatacidn, 

(microH/g cle 
grasa) 


Mezcla no inter 
esterif icada 


Mezcla interes- 
terif icada 


0 20 25 30 35 . 40 


30,8 


16,5 


22,9 


4,9 


18,7 


4,9 


14,6 


3,1 


11,2 


0,6 


6,5 


45 


Ensayo en columna, 

Un aistema de peque£a columna termoestabilizada 
se hizo fnncionar durante 2 dlas para ilustrar vm procedi- 
miento continue, 4,0 gramos de la preparaci6n de lipasa in 
movilizada descrita se colocaron en una columna* Se usd 
tamti^n una columna previa que contenla 5 gramos de resina 
Duolite A 561 hi5meda (50^ de materia seca). 3e hizo pasaz* 
continuamente a travds del sistema de coliomna, a 67^0, una 
mezcla de sebo de vaca/aceite de soja en la proporci6n de 
1,5:1 en peso/peso. El rendimiento de la preparaci6n de li 
pasa inmovilizada se muestra en la tabla que sigue: . 


:-,6 


Muestra^ticmpo 


Sebo/aceite soja-svis- 
trato (18 h) 

Producto de 18 horas 

Producto de 41 horas 

Eq\iil* (discont,) 


Caudal, 
g de TG/V 
g de enzima 


2,10 
1,63 


Composicidn Ccmversi6r 
LPO/LLL ^ 


0,65 
0,90 
0,93 
1,16 


6 aprox, 
52 . 
54 
100 


Ejemplo 15 > 

Este ejemplo ilustra la aplicaoi6n -de lipasa in- 
movilizada segiin la invenci6n a la hidr6lisis de grasas. 

A tma mezcla 1:1 de sebo de vaca puro y agua, 40 
gramos de cada uno, se le aiiadi6 lipasa inmovilizada, pre- 


NZAS-0033811 


p- 


87.338 


10 


15 


20 


25 


.30 
29094 


IIoJm nAm. 


341 


parada como se ha descrito en el ejemplo 13 1 can1;i-| 
dad correspond! ente a 100 LU/g de grasa, 6 0,13 gramos de 
preparaci6n de lipasa inmovilizada, suponiendo una carga 
de 30.000 JjO/s de lipasa inmovilizada. Se logr6 una mezcla] 
eficaz por agitaci6n magn^tica a 482c. El valor inicial de 
pH de la fase acuosa se ajustd a 8,0. Al cabo de 4 dlas el 
enzima se 3epar6 y la fase de grasa se analiz6 para deter- 
minar el grado de hidrdlisis (DH, abreviatura del ingl6s 
"degres of hydrolysis") • Se efectuaron ensayos por duplical 
do. El enzima inmovilizado reouperado se us6 para un expe- I 
rimento 2', y se efectu6 ym experimento de comparaci6n con | 
lipasa soluble, anadida tambi^n en una cantidad correspon- 
diente a 100 LU/g de grasa. En este caso la fase acuosa se 
U36 para el experimento 2'. Se efectuaron tres ensayos con 
la lipasa soluble. ■ 

Los resultados fueron los sigui antes: 



Huestra 

^ de DH, 

A dlas, 486C 

PreT)araci6n 

na 

Exp. 1' 

Exp. 2» 

Lipasa inmovilizada 

1 

30 

•31 


2 

35 

37 

Lipasa soluble . 

1 

61 

5 


2 

55 

8 


3 

46 

7 


El valor del pH descendid a alrededor de 6,8 con 
la lipasa inmovilizada y a alrededor de 6,3 en el experi- 
mento 1' y a alrededor de 7,4 en el experimento 2' con la 
lipasa soluble. El ?S de DH se calcul6 dividiendo el indice 
de acidez entre el Indice de saponificaci6n. 
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Textos de las figuras 

Pig* 1: Eje de ordenadas 

Eje de abscisas 
Pig. 2: Eje de ordenadas 
EJe de abscisas 


g. de sustrato/hora 
horas 

g. de sustrato/hora 
horas. 
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REIVINEECACIONES 


Los puntos de invencifin propia y nueva q^ue se 
presentan para que sean objeto de esta solicitud de paten- 
te de invenci6n en Espaiia, por VEINTE anos, son los que se 
recogen en las reivindicaciones siguientes: 

Un iii6todo para producir una preparaci6n de 
liipasa inmovilizada destinada a la interesterif icaci6n de 
grasas, en el que una disoluci 6n acuosa de lipasa microbia 
na se pone en contacto con vma resina cambiadora de anio- 
nes d6bil, en partlculas y macroporosa, que contiene gru- 
pos anlnicos primarios y/o secundarios y/o terciarios y 
que muestra un tamano medio de partlculas relativamente 
grande adecuado para el fxmcionamiento en xma columna sin 
p6rdida de carga excesiva, en condiciones en las que la ii 
pasa estd unida a la resina cambiadora de aniones, durante 
\in perlodo de tiempo suficiente para fijar la cantidad de- 
seada de lipasa a la resina cambiadora de aniones, tras lo 
cual la .lipasa inmovilizada asl f ormada se separa de la fa 
se acuosa y la lipasa inmovilizada separada se seca hasta 
un contenido de agua de entre alrededor de 2 y 40^* 

23. - Un m6todo segrtn la reivindicaci6n is, en el 
que la lipasa es una lipasa termoestable* 

3®«- Un m6todo segtSn las reivindicaciones 19 6 29 
en el que la lipasa microbiana se deriva de vma especie de 
Mucor termofllica, especialmente Mucor miehei* 

Un m6todo seg\5n las reivindicaciones is a 
3-, en el que m^s del 90^ de las partlculas de la resina 
cambiadora de aniones d6bil laacroporosa tiene un taiaailo de 
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parti culas de entre 100 y 1000 mi eras, y pref eriblemente 
entre alrededor de 200 y 400 micros. 

5-.-- Un m^todo segtia las reivindicaciones 1§ a 
4^., en el que la proporcidn entre la cantidad de disolu- 
ci6n acuosa de la lipasa microbiana y el peso de resina 
cambiadora de aniones d6bil corresponde a 5. 000-50*000 
LU/g de resina cambiadora de iones (peso en seco). 

6^.- Un m6todo seg6n la reivindicaci6n 3^, en el 
que el pH durante el contacto entre la resina cambiadora 
de iones y la disoluci6n acuosa est 5. entre 5 y 7» 

7^#-- Un m6todo segtin las reivindicaciones 1^ a 
6^, en el que el tiempo de contacto estd entre 0,5 y 8 bo- 
ras, 

89i- Un m6todo segiSn las reivindicaciones 1^ a 
7-, en el que la separaci6n se ef ecttia por simple filtra- 
ci6n, 

9-*- Un m6todo segtin las reivindicaciones 1^ a 
8^, en el que el secado se efectda hasta un contenido de 
agua de entre 5 y 20^ • 

10^.- Un m^todo segiSn las reivindicaciones 1^ a 
9-, en el que la resina cambiadora de aniones d6bil, en 
partlculas y macroporosa se pone en contacto con una diso- 
luci6n acuosa de un agente de retic\ilaci6n, pref eriblemen- 
te vma disoluci6n acuosa de glutaraldehido, en una concen- 
traci6n entre 0,1 y 1,0^ en peso/peso, antes, durante o 
despu6s del contacto entre la resina cambiadora de aniones 
d6bil eh partlcvilas y macroporosa y la dis61uci6n acuosa 
de^la lipasa microbiana, tras lo cual se separa la disolu- 
ci6n que queda de agente de reticulaci6n» 

115 «METOIX) P^A PRODUCIR UNA PREPARACIOiT DE 
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LIPASA IMflOVILIZADA DESTINADA A LA INTERESTEKLFICACION DE 
GRASAS". 

Tal y como se ha descrito en la memoria.que ante 
cede, representado en los dibujos que se aconpanan y para 
los fines que se han especif icado. 

- Esta memoria consta de treinta y ocho hojas es- 
critas a m^quina por una sola cara. 

Madrid, 

^ P. A. 
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